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"SISTEMA DE NITROSAÇÃO BASEADO
NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍTRICO E
AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRATOS"
Refere-se o presente relatório
5 a uma Patente de Invenção que trata de um sistema de nitro-
sação baseado no borbulhamento de uma mistura gasosa de
óxido nítrico e ar especialmente desenvolvido para permitir
a nitrosação de tiois e outrgs substratos.
O óxido nítrico (NO) tem sido
10 intensamente estudado na última década devido à sua identi-
ficação como o fator de relaxação derivado do endotélio
(EDRF) e à sua relevância como mensageiro intra e interce-
lular e como citotoxina liberada em eventos fisiopatológi-
cos graves como reações imunológicas e inflamações. 1-5 Neste
15 caso, o NO é sintetizado e liberado por macrófagos ativados
e neutrófilos em concentrações altas, (pelo menos 100 vezes
mais alta que a concentração gerada pelas células endote-
liais) e em sítios específicos." Entre as várias ações
bioquímicas que o NO pode desempenhar, a vasodilatação é*
20 uma de suas propriedades importantes e está associada à
ação de drogas vasodilatadoras já utilizadas ha bastante
tempo, como o nitratos, a nitroglicerina e o nitroprussiato
de sódio (NPS), que são utilizados em larga escala no trata-
mento de pacientes que sofrem de angina e hipertensão. A ação
25 dos nitratos e nitrocompostos se baseia na sua redução com
produção de NO, que atua então diretamente na musculatura
lisa dos vasos sangüíneos.5
Mais recentemente, descobriu-se
uma nova classe de compostos que podem atuar como doadores
de NO endógenos e exógenos. Estes compostos são os S-ni-
trosotióis ou tionitritos (RS-NO, onde R representa uma mo-
lécula orgânica) obtidos a partir da reação do NO com o
5 grupo sulfidrila (-SH) de tióis (RSH). Atualmente conside-
ra-se que os RSNOs exercem a função de transportadores e
doadores endógenos de NO, permitindo que o NO possua um
tempo de vida mais prolongado no organismo. 8 Verificou-se
também que os S-nitrosotióis apresentam todas as funções
w bioquímicas do NO livre. 9-11 Desta forma, a síntese de S-ni-
trosotióis, é de grande interesse bioquímico e farmacológi-
co, uma vez que estes compostos podem ser usados em formu-
lações, como doadores de NO, em uma série de aplicações
onde as funções bioquímicas do NO são desejadas.
15 A reação de nitrosação de sul-
fidrilas para produzir nitrosotióis, pode ser realizada in
vitro, através de métodos por via úmida, já descritos na
literatura. Estes métodos porém, envolvem o uso de nitrito
de sódio (NaNO2 ) em meio ácido, utilizando por exemplo, o
20 ácido clorídrico. 12 Nestes procedimentos o nitrosotiól só
pode ser obtido em meio aquoso e precisa ser separado do
meio por precipitação (obtida com a adição de um outro sol-
vente como etanol ou acetona), purificado por recristaliza-
ção e seco para estocagem. O uso de vários reagentes, im-
25 plica na possibilidade de contaminação do nitrosotiól obti-
do, por espécies químicas indesejáveis para possíveis apli-
cações farmacêuticas.
O desenvolvimento de métodos
alternativos e eficientes de nitrosação de sulfidrilas é
portanto de grande interesse para a síntese de nitroso-
tióis, em especial se estes métodos permitirem a síntese em
outros solventes ou matrizes, além de soluções aquosas, em
5 procedimentos que não deixem resíduos de outros reagentes e
que não necessitem de etapas de purificação.
Desenvolvemos, em nosso labo-
ratório, um método de síntese de nitrosotióis através da
reação direta dos tióis dissolvidos em água e em outras ma-
l0 trizes, com uma mistura gasosa de óxido nítrico e oxigênio
(N0/02 ). Este método permite eliminar a etapa de isolamento
e purificação do produto e por utilizar reagentes gasosos,
evita a contaminação do produto final por resíduos de ou-
tros reagentes. Além de permitir a síntese em solução aquo-
IS este método permite também nitrosar tióis dissolvidos
em outras matrizes não aquosas, como por exemplo matrizes
poliméricas nas quais o tiól seja solúvel.
Os métodos de síntese de ni-
trosotióis existentes atualmente são: A) - Reação do tiól
20 com nitrito de sódio (NaNO 2 ) em meio ácido (HC1) em banho de
gelo. O nitrosotiól formado é precipitado através da adição
de um solvente com polaridade mais baixa que a da água,
como por exemplo, a acetona ou éter. Para evitar a adição
de um outro solvente visando a precipitação do nitrosotiól,
25 pode-se ajustar o pH da solução em 7,4 através da adição de
base (NaOH) e solução tampão salina. B) - Patente n2 US-
5593876 onde são descritos quatro métodos de nitrosação de
tióis: - Nitrosação através da exposição do polipeptídeo
contendo o grupo SH a um doador de óxido nítrico sob condi-
ções onde seja permitida a liberação ou transferência do
óxido nítrico do doador para o polipeptídeo. Borbulhamen-
to de uma fonte gasosa de óxido nítrico através de uma so-
5 lução do polipeptídeo, durante o tempo necessário para a
formação do nitrosotiól. - Exposição dos tióis a células
endoteliais aórticas bovinas estimuladas a secretar EDRF
por exposição a forças de .cisalhamento. Exposição dos
tióis à enzima "óxido nítrico sintase" juntamente com um
10 substrato e um cofator.
Nenhuma destas técnicas des-
creve a síntese dos nitrosotióis através de borbulhamento
de uma mistura gasosa de NO/O 2 ou em matrizes poliméricas.
Em face do acima exposto, foi
15 desenvolvido o presente sistema de nitrosação baseado no
borbulhamento de uma mistura gasosa de óxido nítrico e ar,
para a nitrosação de tióis e outros substratos, sistema
este que será pormenorizadamente descrito com referência
aos desenhos abaixo relacionados, nos quais:
20 a figura 1 mostra os componentes do sistema de nitrosação
ora proposto;
a figura 2 ilustra uma representação esquemática do circui-
to eletrônico empregado para o controle de tempo
de atuação de um dos componentes que integram o
25	 presente sistema;
a figura 3 ilustra uma vista do sistema de equalização e
distribuição de gases que integra a presente pa-
tente;
a figura 4 ilustra, segundo os detalhes A, B, C e D, dia-
gramas esquemáticos e em corte das conexões que
integram o presente sistema; e
a figura 5 ilustra em A, um gráfico de crescimento das ban-
5 das características do S-nitrosotiol formado com
máximos em 336 e 545 nm., e em B um gráfico que
representa a curva de variação da absorbância
medida em 545 nm durante a síntese de S-nitroso-
n-acetilcisteína em solução aquosa.
De conformidade com o quanto
ilustram as figuras acima relacionadas, e mais particular-
mente no que se refere a figura 1, é possível observar que
o presente sistema de nitrosação é caracterizado pelo fato
de compreender um cilindro de óxido nítrico 1 com densidade
15 relativa: 1,036 a 21°C/temperatura crítica: -93° C/ pressão
crítica: 66,1 hgf/cm2 ou qualquer outro cilindro de óxido
nítrico de pureza compatível com a utilização a ser dada ao
produto final; uma torneira em T 2, posicionada logo após a
válvula do cilindro de NO (ou após a entrada de um gerador
20 de NO), tem a finalidade de permitir a lavagem do sistema
com um gás inerte (Ex.: nitrogênio, hélio ou argônio) para
a remoção dos gases oxidantes após a utilização do sistema.
O presente sistema compreende
ainda um cilindro de ar sintético 3(Air Liquide Pureza mí-
25 nima 99,999% (0 2 + N2 ) - ou qualquer outro cilindro de ar de
pureza compatível com a utilização a ser dada ao produto
final; fluxômetros 4 para medição do fluxo ou vazão de gás
(Ex.: Cole Parmer - 65 mm, leitura direta com válvulas pa-
drão e medidor de vidro - ou equivalente); um misturador de
gases 5, o qual consiste em um recipiente com pelo menos
duas entradas de gás, uma para NO e uma para ar sintético,
na parte superior e pelo menos uma saída para a mistura ga-
5 sosa na parte inferior, com haletas internas intercaladas
ou dispostas de tal forma que promovam a homogeneização da
mistura gasosa. As dimensões do misturador (diâmetro inter-
no e comprimento) não são fixas e devem ser adequadas para
promover a homogeneização completa da mistura gasosa antes
de sua entrada na válvula de desvio do fluxo gasoso; uma
válvula para desvio do fluxo gasoso 6, a qual consiste em
uma válvula solenóide com uma entrada e duas saídas (Ex.:
Cole Parmer - pressão máxima: 30 psi; fluxo máximo: 16 lpm;
tamanho do orifício: 1/16"; tempo de resposta: 15 ms - ou
IS equivalente); um controlador 7 da válvula solenóide 6, o
qual consiste em um circuito eletrônico projetado para con-
trolar o desvio de fluxo da válvula solenóide permitindo o
controle manual do tempo de borbulhamento da mistura gasosa
no frasco de reação, que permita as entregas de pulsos de
20 gás de duração pré-determinada, sendo tal circuito especial-
mente ilustrado na figura 2; um frasco 8 para descarte do
excesso da mistura gasosa, o qual consiste em um frasco
contendo solução aquosa de KMn0 4 , água ou qualquer outro lí-
quido ou sólido capaz de absorver os óxidos de nitrogênio
25 (N0x) durante os períodos em que eles não estão sendo borbu-
lhados no frasco de reação; um frasco 9 de equalização de
pressão e distribuição da mistura gasosa, o qual consiste
em um frasco de Teflon composto de duas peças principais,
rosqueáveis, com pelo menos uma entrada de gás e uma (ou
várias) saídas de gás. A peça superior possui pelo menos
uma entrada para um tubo de gás com conexão rosqueável. A
parte inferior possui uma ou várias saídas, também com co-
5 nexões rosqueáveis para os tubos de gás. Os tubos de saída
passam através de uma tampa que cobre o frasco de reação. O
frasco montado possui uma câmara interna com a finalidade
de equalizar a pressão nas quatro saídas de gás, sendo que
os detalhes de tal construtividade podem ser observados na
figura 3. Esta figura mostra, como exemplo, um frasco de
Teflon com uma entrada e quatro saídas. Mais especificamen-
te, a referida figura 3 em seu detalhe A ilustra uma vista
em perspectiva do frasco de equalização; em seu detalhe B
ilustra um corte esquemático do referido frasco; e em seu
15 detalhe C ilustra vistas esquemáticas das peças C 1 e C2. A
mesma figura 3 permite observar ainda que o sistema de
equalização e distribuição de gases é formado por um tubo
de entrada A, uma conexão de entrada B, os componentes C 1 e
C2, onde C 1 ' indica vista superior da peça C l ,enquanto que
20 C2' indica a vista inferior da peça C2 . Ainda com respeito
a figura 3, D 1-4 ilustram conexões de saída e borbulhamento,
E 1 - 4 indicam tubos de saída e borbulhamento, F indica o
tubo de saída de ar e do excesso de mistura gasosa, G indi-
ca a tampa da cubeta, e H indica a cubeta propriamente
25	 dita.
O sistema em questão, segundo
o ilustrado na figura 1 compreende um frasco de reação 10,
o qual consiste em um frasco, destinado a conter a solução
de tiól ou de qualquer outro substrato que se deseje nitro-
sar. O frasco 10 deve conter uma tampa com orifícios de en-
trada de gás e pelo menos um orifício de saída de gás.
O presente sistema é composto
5 ainda por conexões de Teflon 11, as quais compreendem cone-
xões de tipo 1, indicadas pela referência lla, conexões de
tipo 2, indicadas pela referência lib e conexões de tipo 3,
indicadas pela referência 11c), sendo que tais conexões têm
a finalidade de conectar os tubos ou mangueiras de gás nos
Io vários componentes do sistema incluindo válvulas regulado-
ras dos cilindros, fluxômetros frasco misturador, válvula
solenóide e, tal como o ilustrado nos detalhes da figura 4;
um sistema de monitoramento da reação 12, o qual consiste
em um sistema capaz de fornecer informações sobre a exten-
15 são da reação. O sistema ideal é o de controle espectrofo-
tométrico que pode ser operado em três modalidades: A) rea-
lizando-se a reação no interior de uma cubeta de vidro ou
de quartzo, posicionada no compartimento de amostragem de
um espectrofotômetro que faça leituras na região ultravio-
20 leta ou visível do espectro. Neste caso o volume de solução
a ser nitrosado é limitada pelo volume das cubetas que po-
dem ser utilizadas; B) utilizando-se uma sonda espectrofo-
tométrica conectada ao espectrofotômetro através de um cabo
de fibra óptica ou de um guia líquido de luz. Desta forma a
25 reação pode ser feita em frascos de volumes maiores no in-
terior dos quais a sonda é mergulhada; e C) utilizando-se
uma cubeta de fluxo, pela qual se faz circular a solução do
frasco de reação durante a nitrosação. Esta cubeta deve es-
tar posicionada em um espectrofotômetro como mencionado
acima, para as leituras de absorbância ou transmitância da
solução ao longo do tempo. As leituras de absorbância ou
transmitância podem ser feitas em qualquer região do espec-
5 tro na qual as variações espectrais sejam proporcionais ao
andamento da reação. Idealmente os acompanhamentos devem
ser feitos nos máximos das bandas de absorção do produto.
No caso de nitrosotióis estes máximos estão situados em
cerca de 336 e 545 nm.
10 O sistema representado na fi-
gura 1 compreende ainda, um cilindro de nitrogênio 13 e
válvulas 14 reguladoras de pressão dos cilindros.
No tocante à construtividade
dos componentes empregados no presente sistema, cabem as
15 seguintes considerações: a) todas as conexões rosqueáveis
podem ser substituídas por outros tipos de conexão que sir-
vam ao propósito de conduzir a mistura gasosa através do
sistema sem vazamentos; b) as tubulações, torneiras, partes
internas dos fluxômetros 4, conexões 11, parte interna da
20 válvula solenóide 6, frasco de equalização de pressão e
distribuição da mistura gasosa 9, frasco de reação 10, tam-
pa do frasco de reação e frasco de descarte 8, podem ser
feitos de vidro, quartzo, Teflon, polietileno, polipropile-
no, aço inox ou qualquer outro material que seja inerte
25 frente aos gases oxidastes e aos produtos da reação de ni-
trosação; c) no lugar do cilindro de óxido nítrico comercial
pode-se empregar qualquer outra fonte de óxido nítrico como
por exemplo um sistema de geração de óxido nítrico baseado
em uma reação química; d) pode-se introduzir em qualquer
parte do sistema frascos lavadores nos quais o gás pode ser
borbulhado com a finalidade de remoção de impurezas ou ou-
tros gases; e) pode-se introduzir em qualquer parte do sis-
5 tema manômetros com a finalidade de controlar ou medir a
pressão interna do sistema; f) pode-se introduzir em qual-
quer parte do sistema fluxômetros adicionais com a finali-
dade de controlar ou medir a vazão dos gases no sistema; g)
pode-se acrescentar o sensor de um termômetro no interior
10 do frasco de reação 10 com a finalidade de controlar ou me-
dir a temperatura da solução no interior deste frasco; h)
no lugar do cilindro de ar sintético 3 pode-se utilizar um
cilindro de oxigênio com pureza compatível com a utilização
a ser dada ao produto final. Neste caso os fluxos de NO e 02
devem ser ajustados para se obter a velocidade de nitrosa-
ção desejada; i) em qualquer parte do sistema pode-se in-
troduzir uma torneira que permita a entrada de um gás iner-
te com a finalidade de remover os gases nitrosantes do sis-
tema após o término da síntese; j) ao invés do controle ma-
20 nual da válvula solenóide 6, pode-se interfaciá-la com um
micro-computador que a controle automaticamente através de
um programa; k) o frasco de reação 10 pode conter um siste-
ma de agitação ou homogeneização da solução; 1) o frasco de
reação 10 pode conter um sistema de termostatização da so-
25 lução; e m) no lugar do sistema de monitoramento espectro-
fotométrico, pode-se utilizar qualquer outro sistema capaz
de fornecer informações sobre o andamento da reação durante
o processo de borbulhamento, como por exemplo sistemas am-
perométricos ou potenciométricos ou o acompanhamento pode
envolver a retirada de amostras do frasco de reação para
análise da concentração de S-nitrosotiól formada ao longo
do tempo.
5 Neste sistema, os gases prove-
nientes dos cilindros são conduzidos através de tubos, pas-
sam pelos fluxômetros e chegam até o misturador de gases,
onde ocorre a reação entre os gases NO e 02 formando os óxi-
dos de nitrogênio necessários para a reação de nitrosação.
10 Os fluxos dos gases devem ser controlados através de válvu-
las ou torneiras, podendo ser utilizadas as válvulas dos
próprios cilindros. A mistura de gases passa por um dosador
de gases com três saídas, podendo ser controlada através de
um circuito eletrônico descrito na figura 2. Este dosador
15 tem por finalidade desviar o fluxo de gases (que se mantém
constantemente direcionados para o frasco de descarte) para
o frasco de reação. A mistura gasosa deve ser borbulhada de
forma que a reação seja homogênea em toda a solução. Para
obtenção de uma reação homogênea pode-se utilizar um frasco
20 de reação com sistema de equalização de pressão e distribu-
ição da mistura gasosa em quatro saídas, como mostrado no
exemplo da figura 3. O frasco de reação é conectado a uma
saída para os gases (por onde é eliminado o excesso de gás)
sendo este, conectado também a um frasco de descarte. O
25 tempo de borbulhamento da mistura gasosa pode ser controla-
do através de pulsos com duração de tempo regulável. Estes
pulsos podem ser controlados por um circuito eletrônico que
pode estar interfaceado com um micro-computador ou pode ser
acionado manualmente.
A reação de nitrosação ocorre
utilizando-se uma faixa ampla de proporções dos gases NO/02,
no intervalo de 2,8 a 16,8 mL/min de NO para 42 a 28 mL/min
5 de ar sintético. As proporções são limitadas pela velocida-
de do método de detecção do nitrosotiól formado. Acompa-
nhando-se a reação com a utilização de um espectrofotôme-
tro, foi estipulado um fluxo total com valor máximo de 44,8
mL/min para as condições particulares testadas em escala de
10 laboratório. Assim, a variação das proporções foi verifica-
da dentro desta faixa. Porém, no caso de utilizar-se um mé-
todo de detecção de nitrosotióis com uma velocidade maior,
este fluxo total é limitado pela capacidade dos fluxôme-
tros. A freqüência e a duração dos pulsos de gás conduzidos
15 para o frasco de reação são controlados eletronicamente,
sendo que a duração do pulso pode variar de 0,42 - 23,7 s,
por exemplo. Esta faixa de tempo pode ser ampliada depen-
dendo dos componentes utilizados para a construção do cir-
cuito eletrônico. O intervalo de tempo entre os pulsos (ou
20 a freqüência dos pulsos) pode ser variado levando-se em
consideração a velocidade do método de detecção e o fluxo
total dos gases utilizado.
A concentração das soluções de
tióis é limitada pela sensibilidade do método utilizado
25 para o acompanhamento da reação. No caso do uso de um es-
pectrofotômetro esta concentração pode variar em uma ampla
faixa, pois os nitrosotióis apresentam duas bandas caracte-
rísticas que podem ser acompanhadas por um espectrofotômetro
na faixa do ultravioleta - visível (UV/vis) acompanhando-se
preferencialmente as bandas com máximos em 336 ou 545 nm. O
tempo total de reação é determinado pela duração de tempo
dos pulsos de gás, concentração da solução de tiól, da pro-
5 porção dos gases NO/O 2
 e do fluxo total dos gases utilizados
em cada reação. Por exemplo, utilizando-se uma solução con-
tendo 1% m/m de tiól, com fluxo de NO de 5,6 mL/min, fluxo
de ar sintético de 28,0 mL/min, volume da solução de tiól
de 1,7 mL à temperatura de 25° C, o tempo de borbulhamento é
10 de aproximadamente 11 s.
A temperatura utilizada nestas
sínteses pode variar em faixas nas quais o limite mínimo
não seja inferior à temperatura de congelamento do solvente
na solução e limites máximos que não sejam superiores à
IS temperatura de ebulição do solvente na solução. A pressão
no interior do sistema é determinada pelas características
do próprio sistema que incluem as alturas das colunas de
líquidos existentes no frasco de reação e nos frascos de
descarte e as limitações de vazão nas tubulações, válvulas
20 e torneiras.
A figura 2 mostra um esquema
do circuito eletrônico de controle da válvula solenóide
utilizada para dosar os pulsos da mistura gasosa nitrosan-
te. O CI555 foi montado como um monoestável cujo resistor
25 variável R 1 (potenciômetro linear 10 voltas 100 KQ ± 5%,
Spectrol, mod. 534) e o capacitor C1 (1 gF, poliéster) de-
terminam o tempo de abertura da válvula solenóide. O Usuá-
rio pode definir o tempo de abertura da válvula na faixa de
milisegundos a segundos dependendo do valor selecionado em
R1 . Uma chave CH1
 é empregada para iniciar a contagem de
tempo. Neste caso, quando o gatilho ("trigger" pino 2) do
CI555 é aterrado o sistema imediatamente inicia a contagem
5 de tempo e coloca a saída (pino 3) em nível alto. Este si-
nal é enviado para a base do transistor TIP121, montado
como uma chave, deixando a corrente fluir pela válvula so-
lenóide conectada no coletor deste mesmo transistor.
Segue-se abaixo uma descrição
10 da metodologia para efetuar a reação de nitrosação.
A massa do precursor (RSH) a
ser nitrosado deve ser pesada e dissolvida no solvente de-
sejado utilizando-se agitação até a dissolução completa do
sólido. No caso de precursores líquidos o volume do precur-
15 sor deve ser medido ou pesado, dependendo da viscosidade do
mesmo. Este deve ser em seguida adicionado ao solvente de-
sejado e completamente homogeneizado através de agitação.
A solução contendo o precursor
deve ser colocada no frasco de reação, que deve ser conecL'
20 tado ao borbulhador.
O fluxo de gases deve ser con-
trolado utilizando-se válvulas ou torneiras até atingir a
razão NO/O 2 ou NO/ar desejada. Durante este ajuste a válvula
solenóide deve estar selecionando a via de remoção direta
25 dos gases para o frasco de descarte (sem passar portanto
pelo frasco de reação). Após atingida a razão desejada, a
mistura gasosa é então desviada pela válvula solenóide para
o interior do frasco de reação na forma de pulsos de gás de
freqüência e duração pré-determinados. Esta operação é rea-
lizada através do botão de comando do circuito eletrônico
controlador da válvula. Qualquer que seja o método de acom-
panhamento, ele deve permitir a quantificação do S-ni-
5 trosotiól formado no frasco de reação ao longo do tempo
para permitir a interrupção da reação após o consumo total
do tiól.
As soluções nitrosadas devem
ser removidas do frasco de reação e acondicionadas em fras-
10
	 com tampa de boa vedação, protegidos da luz, de prefe-
rência em temperaturas reduzidas (4 a -20° C).
A figura 6 abaixo ilustra as
variação espectral obtida no acompanhamento espectrofotomé-
trico de uma reação de S-nitrosação do tiól N-ace-
15 tilcisteina em solução aquosa, utilizando-se o sistema des-
crito acima. A Figura 5 A mostra o crescimento das bandas
características do S-nitrosotiól formado com máximos em 336
e 545 nm. A Figura 5 B mostra a curva de variação da absor-
bância medida em 545 nm durante a síntese, até atingir
20 patamar em cerca de 150 s que indica o consumo total do tiól
e o término da reação.
Em comparação com o método de
síntese de nitrosotióis por via úmida, este método de sín-
tese diretamente nas matrizes desejadas possui as seguintes
25 vantagens: a) - evita a adição de reagentes como o nitrito
de sódio, ácido clorídrico e outros solventes para a cris-
talização que podem introduzir contaminantes no produto fi-
nal; b) evita etapas de cristalização, purificação, secagem
dos cristais e solubilização dos mesmos; c) permite maior
rapidez com um controle mais preciso da reação de nitrosa-
ção; d) possibilita sintetizar nitrosotióis instáveis que
seriam impossíveis de serem isolados se sintetizados por
5 via úmida; e) possibilita a síntese de nitrosotióis em ou-
tros solventes, como em matrizes poliméricas que aumentam a
estabilidade dos nitrosotióis ou em soluções contendo copo-
límeros ou misturas de polímeros; f) permite a nitrosação
de tióis líquidos ou sólidos puros sem o uso de solventes.
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REIVINDICAÇÕES 
1. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
5 TOS", caracterizado pelo fato de compreender um cilindro de
óxido nítrico (1); uma torneira em "T" (2); um cilindro de
ar sintético (3); fluxômetros (4); misturador de gases (5);
válvula para desvio de fluxo gasoso (6); controlador de
válvula solenóide (7); frasco para descarte (8); frasco
10 para equalização de pressão e distribuição da mistura gaso-
sa (9); frasco de reação (10); conexões de Teflon (11);
sistema de monitoramento da reação (12); cilindro de nitro-






2. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NI
-
-E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que , cilindro de óxido nítrico (1) apresenta os seguin-
20 tes parâmetros: densidade relativa: 1,036 a 21°C/temperatura
crítica: -93° C/ pressão crítica: 66,1 kgf/cm2.
3. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
25 TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que a torneira em "T" (2) é posicionada logo após a vál-
vula do cilindro de NO ou opcionalmente após a entrada de
um gerador de NO; dita torneira tem a finalidade de permi-
tir a lavagem do sistema com um gás inerte para a remoção
dos gases oxidantes após a utilização do sistema.
4. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
5 TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que , o cilindro de ar sintético (3) apresenta os se-
guintes parâmetros: pureza mínima 99,999% (0 2
 + N2).
5. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
IO SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que os fluxômetros (4) atuam na medição do fluxo ou va-
zão de gás.
IS 6. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que o misturador de gases (5) consiste em um recipiente
20 com pelo menos duas entradas de gás, uma para NO e uma para
ar sintético, na parte superior e pelo menos uma saída para
a mistura gasosa na parte inferior, com haletas internas
intercaladas ou dispostas de tal forma que promovam a homo-
geneização da mistura gasosa.
25 7. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que a válvula para desvio do fluxo gasoso (6) consiste
em uma válvula solenóide com uma entrada e duas saídas com
pressão máxima de 30 psi, fluxo máximo de 16 lpm; tamanho
do orifício de 1/16", tempo de resposta de 15 ms - ou equi-
5 valente.
8. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que o controlador (7) da válvula solenóide (6) consiste
em um circuito eletrônico projetado para controlar o desvio
de fluxo da válvula solenóide permitindo o controle manual
do tempo de borbulhamento da mistura gasosa no frasco de
reação, que permita a entregas de pulsos de gás de duração
pré-determinada.
9. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato -
20 de que o frasco (8) para descarte do excesso da mistura ga-
sosa consiste em um frasco contendo solução aquosa de KMnO4,
água ou qualquer outro líquido ou sólido capaz de absorver
os óxidos de nitrogênio (N0 x ) durante os períodos em que
eles não estão sendo borbulhados no frasco de reação.
25 10. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que o frasco (9) de equalização de pressão e distribui-
ção da mistura gasosa consiste em um frasco de Teflon com-
posto de duas peças principais, rosqueáveis, com pelo menos
uma entrada de gás e uma ou várias saídas de gás, sendo que
5 a peça superior possui pelo menos uma entrada para um tubo
de gás com conexão rosqueável e a parte inferior possui uma
ou várias saídas, também com conexões rosqueáveis para os
tubos de gás; os tubos de saída passam através de uma tampa
que cobre o frasco de reação (10), o qual, quando montado
In possui uma câmara interna com a finalidade de equalizar a
pressão nas quatro saídas de gás.
11. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
IS segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que o frasco de reação (10) consiste em um frasco, des-
tinado a conter a solução de tiól ou de qualquer outro
substrato que se deseje nitrosar, dito frasco (10) contém
uma tampa com orifícios de entrada de gás e pelo menos um
20 orifício de saída de gás.
12. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
25 de que as conexões de Teflon (11) compreendem conexões de
tipo 1, indicadas pela referência (11a), conexões de tipo
2, indicadas pela referência (11b) e conexões de tipo 3,
indicadas pela referência (11c), sendo que tais conexões
têm a finalidade de conectar os tubos ou mangueiras de gás
nos vários componentes do sistema incluindo válvulas regu-
ladoras dos cilindros, fluxômetros frasco misturador, vál-
vula solenóide.
5 13. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado. em 1, caracterizado pelo fato
de que o sistema de monitoramento da reação (12) consiste
W em um sistema capaz de fornecer informações sobre a exten-
são da reação.
14. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
15 TOS", segundo o reivindicado em 13, caracterizado pelo fato
de que o sistema de monitoramento de reação (12), compreen-
de um sistema ideal de controle espectrofotométrico que
pode ser operado em três modalidades: A) realizando-se a
reação no interior de uma cubeta de vidro ou de quartzo,
20 posicionada no compartimento de amostragem de um espectro-
fotômetro que faça leituras na região ultravioleta ou visí-
vel do espectro, sendo que neste caso o volume de solução a
ser nitrosada é limitada pelo volume das cubetas que podem
ser utilizadas; 13) utilizando-se uma sonda espectrofotomé-
25 trica conectada ao espectrofotômetro através de um cabo de
fibra óptica ou de um guia líquido de luz, de modo que des-
ta forma a reação possa ser feita em frascos de volumes
maiores no interior dos quais a sonda é mergulhada; e C)
utilizando-se uma cubeta de fluxo, pela qual se faz circu-
lar a solução do frasco de reação durante a nitrosação,
sendo que esta cubeta deve estar posicionada em um espec-
trofotômetro para as leituras de absorbância ou transmitân-
5 cia da solução ao longo do tempo, sendo que as leituras de
absorbância ou transmitância podem ser feitas em qualquer
região do espectro na qual as variações espectrais sejam
proporcionais ao andamento da. reação.
15. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
IO SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que, alternativamente, no lugar do cilindro de óxido ní-
trico comercial (1) pode-se empregar qualquer outra fonte
15 de óxido nítrico tal como por exemplo um sistema de geração
de óxido nítrico baseado em uma reação química.
16. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
20 TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que, em qualquer parte do sistema podem ser introduzidos
frascos lavadores nos quais o gás pode ser borbulhado com a
finalidade de remoção de impurezas ou outros gases.
17. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
25 SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que, em qualquer parte do sistema podem ser introduzidos
manômetros com a finalidade de controlar ou medir a pressão
interna do sistema.
18. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
5 E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que, em qualquer parte do sistema podem ser introduzidos
fluxômetros adicionais com a finalidade de controlar ou me-
dir a vazão dos gases no referido sistema.
19. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que opcionalmente o presente sistema pode ser complemen-
IS tado por um sensor de um termômetro no interior do frasco
de reação (10) com a finalidade de controlar ou medir a
temperatura da solução no interior deste frasco.
20. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
20 TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que opcionalmente no lugar do cilindro de ar sintético
(3) pode-se utilizar um cilindro de oxigênio com pureza
compatível com a utilização a ser dada ao produto final,
25 sendo que neste caso os fluxos de NO e 0 2 devem ser ajusta-
dos para se obter a velocidade de nitrosação desejada;
21. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que em qualquer parte do sistema pode-se introduzir uma
torneira que permita a entrada de um gás inerte com a fina-
5 lidade de remover os gases nitrosantes do sistema após o
término da síntese.
22. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
M TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que ao invés do controle manual da válvula solenóide
(6), esta pode ser interfaceada com um micro-computador que
a controla automaticamente através de um programa.
23. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
IS NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
de que o frasco de reação (10) pode conter um sistema de
agitação ou homogeneização da solução; o dito frasco (10)
20 pode ainda conter um sistema de termostatização da solução.
24. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", segundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato
25 de que, alternativamente, no lugar do sistema de monitora-
mento espectrofotométrico, pode-se utilizar qualquer outro
sistema capaz de fornecer informações sobre o andamento da
reação durante o processo de borbulhamento, como por exem-
plo sistemas amperométricos ou potenciométricos, sendo que
o referido acompanhamento pode envolver também a retirada
de amostras do frasco de reação para análise da concentra-
ção de S-nitrosotiól formada ao longo do tempo.
5 25. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
TRICO E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", caracterizado pelo fato de que os gases provenientes
dos cilindros são conduzidos através de tubos, passam pelos
10 fluxômetros e chegam até o misturador de gases, onde ocorre
a reação entre os gases NO . e 02 formando os óxidos de ni-
trogênio necessários para a reação de nitrosação, sendo que
os fluxos dos gases são controlados através de válvulas ou
torneiras, podendo ser utilizadas as válvulas dos próprios
15 cilindros; a mistura de gases passa por um dosador de gases
com três saídas, podendo ser controlada através de um cir-
cuito eletrônico, dito dosador que tem por finalidade des-
viar o fluxo de gases (que se mantém constantemente direci-
onados para o frasco de descarte(8)) para o frasco de rea-.
ção (10); para obtenção de uma reação homogênea pode ser
utilizado um frasco de reação com sistema de equalização de
pressão e distribuição da mistura gasosa em quatro saídas;
o frasco de reação é conectado a uma saída para os gases
(por onde é eliminado o excesso de gás) sendo este, conec-
25 tado também a um frasco de descarte (8) ; o tempo de borbu-
lhamento da mistura gasosa pode ser controlado através de
pulsos com duração de tempo regulável; ditos pulsos podem
ser controlados por um circuito eletrônico que pode estar
interfaceado com um micro-computador ou pode ser acionado
manualmente.
26. "SISTEMA DE NITROSAÇÃO BA-
SEADO NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍ-
5 E AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRA-
TOS", caracterizado pelo fato de que o circuito eletrônico
de controle da válvula solenóide utilizada para dosar os
pulsos da mistura gasosa nitrosante, compreende um CI555
montado como um monoestável cujo resistor variável R 1 (po-
lo tenciômetro linear 10 voltas 100 KQ ± 5%, Spectrol, mod.•
534) e o capacitor C 1 (1 gF, poliéster) determinam o tempo
de abertura da válvula solenóide, e o dito circuito conta
com uma chave CHI que é empregada para iniciar a contagem de
tempo, sendo que neste caso, quando o gatilho ("trigger"
15 pino 2) do CI555 é aterrado o sistema imediatamente inicia
a contagem de tempo e coloca a saída (pino 3) em nível
alto, sendo que este sinal é enviado para a base do tran-
sistor TIP121, montado como uma chave, deixando a corrente
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RESUMO
"SISTEMA DE NITROSAÇÃO BASEADO
NO BORBULHAMENTO DE UMA MISTURA GASOSA DE ÓXIDO NÍTRICO E
AR, PARA A NITROSAÇÃO DE TIÓIS E OUTROS SUBSTRATOS", carac-
5 terizado pelo fato de compreender um cilindro de óxido ní-
trico (1); uma torneira em "T" (2); um cilindro de ar sin-
tético (3); fluxômetros (4); misturador de gases (5); vál-
vula para desvio de fluxo gasoso (6); controlador de válvu-
la solenóide (7); frasco para descarte (8); frasco para
W equalização de pressão e distribuição da mistura gasosa
(9) ; frasco de reação (10) ; conexões de Teflon (11); siste-
ma de monitoramento da reação (12); cilindro de nitrogênio
(13); e válvula reguladora da pressão dos cilindros (14).
